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Hm 要 


m (Naja naja atra) 此 毒 经 柱 层 析 分 离 ， 得 到 15 个 蛋白 纽 份 。 观 察 
不 同 组 份 蛋白 对 落 菜 离 体 叶绿体 的 功能 和 形态 结 物 影 响 。 磷 脂 梅 A 组 份 对 光合 
电子 传递 只 起 抑制 作用 ， 腊 毒素 组 份 对 光合 电子 传递 坚 现 促进 作用 。 膜 毒素 使 
光 信 磷酸 化 解 联 ， 入 DP/D 比 值 和 光合 控制 比值 下 降 ， 光 诱导 的 叶绿体 pH 变化 
受 抑制 ， 以 及 时 经 体 延 迟 发 光 所 反映 的 类 赛 体 膜 电位 和 质子 民 度 消失 。 研 究 证 
明 ， 蛇 毒 对 叶绿体 的 作用 ， 主 要 是 焉 脂 太 A 和 膜 毒素 两 个 组 份 E 合影 响 的 络 
Fo 


IRE KRR KI ARE REA RREA, RA 一 定 意义 。Gressel 和 
Avron (1965)51) 首 先 观 察 到 磷脂 酶 A 对 叶绿体 光合 磷酸 化 有 拂 制作 用 。 Tuguet (1972) 
[2 从 形态 学 的 观察 , 报导 了 叶绿体 片 层 结构 易 受 磷脂 酶 和 的 破坏 。 近 来 Rawyler 和 >iegen- 
thaler (1980) C2 3 利用 胰 左 脂 酶 A :研究 了 磷脂 在 叶绿体 类 春 体 膜 中 的 功能 和 分 布 。 我 们 
在 前 文 (4) 研 究 中 指出 ， 了 腿 镜 蛇 蛇 毒 或 由 此 提取 的 磷 了 月 酶 A 处 理 菠菜 叶绿体 ， 可 抑制 兆 
合 电子 传递 及 侦 联 的 磷酸 化 活力 ， 发 现 抑制 作用 是 切断 了 两 个 光 系 统 之 间 的 电子 传递 。 
但 在 蛇毒 处 理 叶 绿 体 时 ， 观 察 到 电子 传递 先是 被 加 速 ， 而 后 才 被 抑制 。 这 个 现象 可 能 是 
蛇毒 中 不 同 活性 成 份 对 叶绿体 复合 影响 所 致 。 因 而 需要 将 蛇毒 分 离 成 不 同 组 份 ， 分 别 研 
究 其 对 光合 膜 的 作用 。 结 果 发 现 蛇毒 中 的 玖 脂 酶 A 和 膜 毒素 两 个 组 份 是 影响 叶绿体 结构 
和 光合 作用 功能 的 主要 因素 。 由 于 迁 今 尚未 见 到 有 关 膜 毒素 对 光合 膜 作用 的 报导 ， 因 此 
对 膜 毒 素 作用 于 光合 膜 的 性 质 作 了 一 些 研究 。 本 文 报导 了 有 关 的 实验 结果 。 


材料 和 方法 


一 、 蛇 毒 分 离 
取 用 广西 产 的 中 华 眼镜 蛇 (Naja naja atra) 蛇 毒 ， 经 Sp-Sephadex -25 柱 层 析 ， 
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IHRER EE PPREpH 6 和 NaCl (0 —0.2M, 0.2—0.4M, 0.4—0.6M) 直线 梯度 尝 脱 ,得 
到 15 个 蛋白 组 份 。 


一 、 叶 绿 体制 备 


取 用 人 工 气候 室 栽培 的 菠菜 叶片 ， 用 STR 溶液 〈0.4M 莽 糖 ，0.05M Tris-HCl, pH 
7.8,0.01M NaCD 为 分 离 介 质 ， 捣 防 过 滤 ， 滤 波 经 两 次 离心 。 取 (200 一 10000) x 9 
的 离心 沉 演 部 份 ， 基 浮 于 STN 深 液 中 ， 整 个 操作 过 程 ， 在 低温 下 进行 。 


三 、 叶 绿 体 处 理 


和 将 蛇毒 中 分 离 得 到 的 蛋白 组 分 按 等 蛋白 量 与 叶绿体 基 序 液 混和 保温 ， 或 直接 加 在 叶 
绿 体 反应 液 中 。 


BU, WEHA 


叶绿体 光合 电子 传递 活力 与 前 文 [42 AeA dH. AMAA 体积 2 毫升 会 Tris- 
HCI (pH7.8) 0.05M}3 MgCl, 0.0054; NaCl 0.01M。 在 HH,O>M.,V.( 甲 基 紫 ) 系统 
中 含 M .VY,0.05mJW3 NaN,0.01M, XEH,O-FeCy ( 铁 握 化 钾 ) 系统 中 含 氏 ,Fe(CN) 
0.5m47。 叶 绿 体 按 叶 绿 素 浓度 加 入 。 照 光 强 度 约 为 6 x 1057538. ]HOK 7357, 反应 温 
HE20?C, 
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叶绿体 光 诱 导 的 PH 变化 测定 ， 是 将 所 制备 的 叶绿体 在 0.01M 的 了 CI 溶液 中 洗涤 1 
次 ， 去 除 介 质 中 的 Tris-HC1 组 冲 液 ， 供 测定 用 。 仪 器 装置 是 由 一 台 雷 磁 25 型 酸度 计 连 接 
一 架 5 毫 快 电子 电 位 差 计 自动 记录 pH 变化 。 玻璃 电极 与 甘 孙 电极 安置 在 由 玻 璃 隔 水 套 
连通 超级 便 温 水 浴 的 反应 杯 中 ， 内 置 微 型 电磁 搅拌 ， 反 应 容器 一 边 装 有 强 光 光源 。 

叶绿体 延迟 蓝光 测定 ， 用 本 实验 室 装置 的 双重 转盘 生 光 计 (7]， 由 SC16A 型 光线 示 
波 器 沁 录 。 


五 、 电 子 显微镜 样品 制备 


叶绿体 用 4 %% 戊 二 琵 固 定 ，2 %DOsO, 再 固定 ，Epon812 包 埋 ， 超 薄 切 片 用 醋酸 氧 钠 
和 柠 榜 酸 铅 双 重 染 色 。 用 DXA4-10 型 电子 显微镜 观察 。 


实验 结果 


一 、 蛇 毒 的 不 同 层 析 组 分 蛋白 对 叶绿体 光合 电子 传递 活力 影响 


图 1 上 部 份 所 示 为 蛇毒 经 Sp-Sephadex C-25 柱 分 离 得 到 的 15 个 蛋 自 蜂 层 析 图 谱 。 
分 别 将 各 盐 白 组 份 处 理 叶 绿 体 ， 随 后 用 氧 电 极 测 叶绿体 的 HH OMY 电子 传递 活力 。 图 
1 的 下 部 份 所 未 是 对 应 的 各 蛋 自 组 份 处 理 下 叶 录 蛋 电 子 传递 的 相对 活力 分 布 情况 。 以 不 
处 理 的 活力 作为 对 照 〈100%)， 大 于 100 是 促进 ， 小 于 100 是 抑制 。 结 果 看 到 ， 峰 1 及 2 
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的 磅 脂 酶 六 组 份 ， 对 光合 电子 传递 活力 起 抑制 作用 。 而 峰 12 及 13 的 膜 毒 素 组 份 却 旦 现 促 
进 作 用 。 其 它 各 蛋白 组 份 的 作用 效应 都 较 小 或 不 明显 。 


二 、 膜 毒素 对 叶绿体 光合 胰 的 作用 


1. 用 不 同 浓度 的 膜 毒素 处 理 叶 绿 体 ， 结 果 看 到 ， 甚 至 多 释 到 2.5 微 克 蛋 户 膜 毒素 / 每 


毫升 反应 液 的 浓度 下 ， 对 光合 电子 传递 活力 依 
然 有 明显 的 促进 〈 表 1) ,不 同 处 理 时 间 表 明 ， 
路 毒 素 的 促进 效应 ， 延 续 到 140 分 钟 尚明 显 地 
保持 ， 此 外 将 膜 毒素 先 在 1000 FAR 沸 5 分 钟 
再 处 理 叶绿体 ， 促 进 效 应 可 保持 不 变 (图 2), 
家 明 腊 毒素 的 促进 效应 可 稳定 保持 ， 而 且 对 热 
稳定 。 

2.h| c JA E 酸化 作用 与 氧 释 放 的 
ADP1O 比 值 ， 是 衡量 光合 膜 能 量 偶 联 反应 效 
率 的 一 项 标志 。 用 氧 电极 方法 测定 SEN 
ADP1D 比 值 ， 观 察 到 膜 毒 素 处理 ， 可 使 光合 
gH EAEHHIUK, ADP/O 比值 及 光合 控制 比 
值 急剧 下 降 {图 3 ) 。 表 明 膜 毒素 的 促进 电子 
Bu LEE HERR. 
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H2 膜 毒 素 处 理 叶 绿 体 不 同时 
间 对 电子 传递 活力 级 影响 
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x 1 不 同 浓 庆 的 购 毒 素 对 光合 电子 传递 活力 的 影响 
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pH 升 识 。 当 光 去 除 时 ，H* 又 从 叶绿体 内 释放 至 介质 ， 使 悬浮 波 的 PHT 降 恢复 原状 。 这 
种 光 诱 导 的 日 * 在 类 赛 体 膜 内 外 的 运动 ， 被 认为 是 推动 兴 合 膜 能 量 偶 联 反应 的 动力 8?。 
一 且 类 厢 体 受 破裂 使 H 渗 漏 ， 或 灵 酸 化 作用 的 解 联 ， 光 诱导 的 pH 变化 就 会 受到 抑制 。 
膜 毒 素 处理 叶 绿 体 ， 可 观察 到 光 诱 导 的 pH 变化 很 快 受到 抑制 〈 图 4) . Nb 明 腊 毒素 的 
作用 ， 使 光合 腊 失 去 质子 泵 的 功能 ， 或 由 于 类 变 体 膜 受 破 裂 而 不 能 维持 腔 内 外 的 质子 梯 
度 。 





B3 膜 毒 素 对 叶绿体 ADFE1O 及 图 4 膜 毒 素 对 叶绿体 光 诱 导 


光合 控制 (PO) 的 影响 PH 变化 的 影响 
kA, MER HE Ag, 反应 液体 5m1， 舍 KCIL 0.05M, HAAR 
在 20"C 保 温 6 分 钟 ，FeCy CEESUEED, X50pg/ml, —fE EH BLO.02M,. MEE 
ARRARIR 2 wT, ADP OR— SQug/ml 


WO 每 次 加 80 毫 祁 克 分 子 


4. 上 时 绿 体 在 受 光 激发 下 所 发 射出 的 叶绿素 a 莹 光 ， 可 在 激发 光 去 陈 后 的 一 段 时 间 里 
继续 发 射 ， 此 现象 称 之 延迟 发 光 。 从 延迟 发 光 动 力 有 曲线 上 ， 可 反映 出 类 宫 体 的 膜 电位 和 
膜 内 外 质子 梯度 形成 的 情况 ， 它 与 电子 传递 和 磷酸 化 反应 有 密切 关系 (8?1。 我 们 测定 了 
膜 毒 素 处 理 下 ， 叶 绿 体 毫秒 级 的 延迟 发 光 。 结 果 看 到 膜 性 素 首 先 抑 制 延迟 发 光 动 力 曲 线 
中 与 质子 梯度 形成 有 关 的 稳 态 部 份 ， 这 与 叶绿体 的 解 联 以 及 光 诱 导 的 pH 变化 受 抑制 的 
现象 也 相符 合 。 而 后 延迟 发 光 动力 曲线 中 与 膜 电位 建立 有 关 的 初始 快速 变化 部 份 和 稳 态 
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部 粉 都 呈现 抑制 9。 说 明 膜 毒素 对 光合 膜 的 影响 ， 既 能 消除 质子 梯 度 形成 ， 又 能 消除 
Wh (图 5) 。 








三 、 膜 毒素 对 叶绿体 形态 T um 
结构 的 影响 z 
T Bd EXEM 2 分 外 

我 们 比较 了 蛇毒 与 膜 毒素 处 理 叶 4 Ed RATS 
绿 体 的 形态 结构 变化 。 从 电子 显微镜 。 “| es 
的 观察 中 看 到 ， 蛇 毒 或 磷脂 酶 和 A 对 叶 Yo e. M 
绿 体 片 层 结构 破坏 严重 ， 它 使 叶绿体 pur 
基 粒 松散 以 至 解体 ‘47。 而 BOUE ms ac Espere it qM Es 
理 下 ,叶绿体 中 的 基 粒 联 胀 , 脂 质 小 球 反应 液体 积 lml，Tris-HC] (pH7。3) 0.05M 
增加 ， 并 在 间 质 区 呈现 大 量 的 小 泡 ， MgCls 0.008M, NaCl 0.01M KafetCN)se 
但 叶绿体 的 外 麻 尚 保持 着 0.5mnf， 叶 绿化 念 叶绿素 20hg， 胶 毒 寨 20HKR 


讨 论 


术 据 实验 结果 ， 推 测 蛇 毒 中 的 磷脂 酶 A 与 腊 毒 素 对 叶绿体 光合 膜 作用 的 性 质 是 不 相 
同 的 。 克 脂 醉 A 作用 可 能 是 通过 影响 膜 脂 环境 ， 使 亲 脂性 的 电子 递 体 在 膜 上 的 空间 位 置 
受到 变动 而 不 能 行使 其 正常 的 电子 传递 功能 。 前 文 已 证 明 是 阻 断 两 个 光 系 统 之 间 的 电子 
传递 [43, WKN A 只 表现 出 对 光合 电子 传递 的 抑制 。 膜 毒素 对 叶绿体 的 作用 可 能 是 另 
一 种 性 质 。 已 知 膜 毒素 是 一 种 强 碱 性 蛋白 ， 而 类 圳 体 膜 是 带 负 电荷 ， 因 此 膜 毒 素 很 容易 
通过 正 电荷 去 接近 类 讲 体 的 表面 ， 并 以 亲 脂 基 团 插入 类 课 体 膜 结构 的 政 水 区 域 。 另 一 方 
面 由 十 正 电荷 的 相互 排斥 也 降低 了 脂 层 的 表面 张力 。 从 而 在 膜 的 表面 开 出 了 筷 润 ， 这 就 
造成 质子 涂 漏 ， 膜 内 外 质子 梯度 不 能 保持 ， 磷 酸化 的 解 联 和 电子 传递 加 速 。 膜 毒素 对 光 
全 电子 传递 的 促进 作用 可 能 由 此 造成 。 由 此 也 说 明 ， 蛇 毒 对 叶绿体 电子 传递 活性 所 表现 . 
出 的 先 促进 后 抑制 的 现象 ， 很 可 能 是 磷脂 栈 A 与 膜 毒 素 两 个 组 分 复合 影响 的 结果 。 从 电 
镜 的 形态 观察 上 ， 可 以 看 到 膜 羽 素 处 理 所 造 成 叶绿体 片 层 结构 破坏 的 情况 ， 但 是 这 种 基 
粒 脱 联 和 间 质 区 域 的 大 量 孔 泡 出 现 ， 与 叶绿体 光合 膜 的 功能 改变 ， 究 竟 有 何 联系 ， 尚 竺 
进一步 研究 。 然 而 蛇毒 中 磷脂 酶 和 与 膜 毒 素 两 种 组 份 对 叶绿体 作用 的 差别 ， 将 为 研究 光 
合作 用 能 量 转化 的 结构 与 功能 关系 ， 提 供 有 用 的 研究 手段 。 
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Abstract 


Spinach chloroplasts were treated by incubation with phospholipase A or 


with cardiotoxin fractionated from Naja 
activity of Hill reaction with methylviologen as an electron acceptor was 
this activity was distinctly stimulated 


Naja venom, It was shown that the 


inhibited by phospholipase Á. However, 


by cardiotoxin, Cardiotoxin lowerd the ADP/O ratio, photosynthetic control, 


light-induced H* transport and delayed light emission of spinach chloroplasts. 


They were usually taken as indicaters of energy-transducing functions of chlo- 


roplasts。 The chloroplasts treated with cardiotoxin were also examined under 


electron microscope. lt was found that the lameller membranes of grama were 


swollen up and a lot of alveolus could be seen in stroma during incubation, 


